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研究成果の概要（和文）：NK 細胞表面上に存在する NKG2D レセプターに対する、標的細胞上の
リガンド MICA、MICB、ULBP1～3 の発現を検討した｡BCG-CWS リポソームベクターを T-24 膀胱癌
細胞株と 1 時間共培養させると、MICB と ULBP3 の発現の増加が認められた｡次にヒト末梢血リ
ンパ球からIL-2存在下に誘導したNK細胞とリポソームを内包化したT-24膀胱癌細胞を共培養
した結果、NK細胞に対する感受性が亢進した｡以上より、BCG-CWS リポソームベクターは、自然
免疫とくに NK 細胞に対する感受性を増加させると考えられた｡ 
 
研究成果の概要（英文）：The induction of surface NKG2D ligands by R8-liposome-BCG-CWS 
rendered cancer cells more susceptible to cytolysis by lymphokine-activated killer cells. 
T24 bladder cancer cells, even when cultured singly in the absence of immune cells, can 
directly respond to R8-liposome-BCG-CWS. The results obtained in the present study may 
therefore indicate a novel adoptive immunotherapy against bladder cancers. 
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１．研究開始当初の背景 
高 用 量 の Mycobacterium bovis bacillus 
Calmette-Guérin（BCG）を膀胱内に注入するこ
とによるBCG膀胱内注入（膀注）療法は臨床的
有効性が最も確立した癌に対する免疫治療で
あり、表在性膀胱癌の標準的治療となっている。
しかしながらBCG膀胱内注入療法の問題点は、
生菌を使用していることから、全身への菌播種
の危険性を回避することができない。高い治療
効果を有しながら、同様の理由で全身投与がで
きないことから、転移性膀胱腫瘍への応用拡大
ができない。このため、BCGの高い免疫活性効
果を有する作用機序の解明が望まれる。その作
用機序については細胞傷害性Ｔリンパ球（CTL）
の関与が重視されているが、第1段階である膀
胱粘膜上での尿路上皮細胞とBCGの相互作用に
関してはほとんど解明されていない。この点に
関してはBCG膀注後の膀胱上皮細胞ではMHC分
子などの発現増強が持続することより尿路上
皮細胞がノンプロフェッショナルな抗原提示
細胞として機能していことが推定されている。 
しかし、MHC分子を介した免疫監視機構以外
の関与も我々の実験からは考察され、MHCに依
存しない免疫機構の存在が必須と考えられた。
そのような免疫を担う分子としてヒトグルー
プ1CD1分子があげられる。CD1分子は、非蛋白
質抗原である脂質を結合し、T細胞に提示する
新しいタイプの抗原提示分子であり、最近の研
究では結核菌感染によって誘導される脂質特
異的免疫応答の意義が明らかになっている。 
また、MHC分子の発現のない細胞に応答する
NK細胞の関与も考えられる。NK細胞は微生物の
感染により変化した宿主細胞を認識する。NK細
胞の細胞傷害性機構はCTLが感染細胞を傷害す
るときに用いられる機構と同一である。 
さらに抗腫瘍効果を発揮するには、BCG が
細胞に侵入することが大切であることがわ
かっている。一般的に樹状細胞といった免疫
細胞では、外来抗原をリソゾームで分解して
表面抗原として提示するが、尿路上皮にも免
疫細胞としての機能を有することが分かっ
ており、膀胱癌に対する BCG 免疫治療のメカ
ニズムの一つであると考えられる 
BCG の免疫は、菌の細胞壁の特徴的な物質
によって惹起されることが知られている。
BCG 菌体から抽出した細胞壁(BCGCW)は cell 
wall skelton（BCGCWS）、Mycolic acid、
Lipomannan、lipoarabinomannan といった多
数のワックス様脂質からなり、BCG が樹状細
胞に貪食されても長期間細胞質内に生存し、
宿主の免疫を刺激し続けるといった BCG特有
の性質に寄与している。このため、BCG の細
胞壁成分を抽出した BCGCWS(cell wall 
skeleton)は高い生物学的活性を有する物質
として注目されている。しかしながら、この
抽出物を生体へ投与しても十分な抗腫瘍効
果を発揮しない。その理由は BCGCWS が不溶
性、大きな分子量、負表面電荷という特性を
有している物質であり、抗腫瘍効果を発揮す
るために重要なステップである細胞親和性
がきわめて低いためである。そこで、細胞親
和性を高め、細胞質内に BCGCWS を効率的に
輸送できるような vector を利用することに
した。この vector は北海道大学大学院薬学
研究院、薬剤分子設計学研究室で研究開発さ
れたもので、octaarginine(R8)を liposome
表面に結合させることで通常の liposome と
比べて飛躍的に細胞質内への物質輸送を高
めている（多機能性エンベロープ型ナノ構造
体（ Multifunctional Envelope-type Nano 
Device: MEND （R8-MEND））。我々は、この
octaarginin liposome vector (R8-liposome) 
に BCGCWSを搭載した、“R8-liposome-BCGCWS”
を BCG 生菌に代る製剤として北海道大学、日
  
本 BCG 研究所、筑波大学泌尿器科により共同
開発した。我々は、今後、臨床に使用できる
製剤としての認可を将来の最終目的にして
いる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では膀胱癌細胞と MHC分子に関与し
ない CD1 分子、および NK 細胞の作用機序を
解明する。まず、膀胱癌細胞における CD1 分
子の遺伝子レベル、蛋白レベルでの発現を検
討する。次に、BCGおよび R8-liposome-BCGCWS
と膀胱癌細胞との接着、あるいは膀胱癌細胞
への細胞内寄生モデルを作成し、その後のシ
グナル伝達に関与する CD１分子と NK 細胞の
リガンドの変化を同定する。さらに、NK細胞
を誘導し、BCG や R8-liposome-BCGCWS を共培
養した膀胱癌細胞株に対する抗腫瘍効果を
評価する｡  
表在性膀胱癌に対するBCG膀胱内注入療法
は現在、最も一般的に行なわれている治療で
あり、それなりの成果は得られているが、副
作用のために治療を中断せざるを得ない例も
多い。海外では、Mycobacterium由来の細胞壁
抽出物を用いた臨床試験を実施している例も
あるが、現在のところ萌芽的状況であり有効
性は確立していない。BCGの宿主に対する免疫
機構の解明は、今後の有効な治療の開発に対
して極めて重要な研究課題である。 
現在までに CD1分子などの関連が指摘され
たのは、樹状細胞や、マクロファージなどの
プロフェッショナルな抗原提示細胞の報告
が多いが、我々は、ノンプロフェッショナル
な膀胱粘膜上皮に着目している点が特色で
ある。また、膀胱癌細胞と BCG 膀胱内注入療
法において CD1 分子や NK 細胞のリガンドと
の関連を調べた報告はない。我々はすでに
Toll-like receptor(TLR)を介した BCG 認識
機構に着目した免疫系の解明は報告してい
る。今後は MHC 分子に依存しない免疫系の関
与を考えて CD1 分子、NK 細胞に注目したい。 
感染免疫と癌免疫の両方に着目した本研究
は、より効率的な治療法を開発する上での新
しいアプローチである。 
さ ら に 、 我 々 が 開 発 し た
R8-liposome-BCGCWS は、表在性膀胱癌だけで
はなく、浸潤性膀胱癌や、転移性膀胱癌にお
いても治療効果を発揮できる可能性があり、
画期的な製剤となり得る。 
 
３．研究の方法 
 
 BCGの膀注療法における膀胱癌細胞の抗原提
示細胞としての機能発現を明らかにする 
 
（１）BCG の接着に伴う CD1 発現の変化 
膀胱癌細胞株あるいはプライマリーの正常
尿路上皮細胞を用いて BCGを接着あるいは細
胞内に一定期間寄生させた後に FACS scan を
行い、定性的に CD1 の発現量を検討する。 
 
（２）膀胱癌細胞株における NK 細胞のリガ
ンドの発現変化を検討する 
NK細胞上のレセプターであるNKG2Dのリガン
ドである MICA、MICB、ULBP1 の発現の変化を
定量 PCR を用いて検討する。 
 
（３）膀胱癌細胞株のサイトカイン分泌の検
討 
BCGを接着させた際の膀胱癌細胞株のサイトカ
インの分泌を継時的に測定し、抗原提示細胞と
しての機能を検討する。 
 
（４）膀胱癌細胞株からのBCG特異的NK細胞の
誘導 
今までの膀胱癌細胞株が抗原提示細胞として
活性化し得る至適条件を検討し、これらの細胞
を 標 的 と し て NK 細 胞 を 誘 導 し 、
  
R8-liposome-BCGCWSと共培養した膀胱癌細胞
に対する特異的傷害活性の有無を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）BCG の接着に伴う CD1 発現の変化 
BCG 生菌と R8-liposome-BCGCWS を T-24 膀
胱癌細胞株と共培養して、CD1 抗原の発現の
変化を FACS scan で検討した。その結果 BCG
生菌では、CD1a、CD1b、CD1c、CD1d 抗原の発
現 の 増 強 が 認 め ら れ た 。 し か し
R8-liposome-BCGCWS と共培養した T-24 膀胱
癌細胞株においては、CD1 抗原の発現の変化
は認められなかった。我々が、開発したリポ
ソーム製剤は BCG生菌とは一部違う抗腫瘍効
果を示す可能性が示唆された。 
 
（２）膀胱癌細胞株における NK 細胞のリガ
ンドの発現変化 
NK細胞表面上に存在するNKG2Dレセプター
に対する、標的細胞上のリガンド MICA、MICB、
ULBP1 ～ 3 の 発 現 を 検 討 し た ｡ 
R8-liposome-BCGCWS を T-24 膀胱癌細胞株と
1時間共培養させると、MICB と ULBP3 の発現
の増加が認められた｡一方、BCG 生菌（凍結乾
燥株）を膀胱癌細胞株と 1時間共培養した際
は、これら NKG2D のリガンドの変動は認めな
かった｡ 
 
（３）膀胱癌細胞株のサイトカイン分泌の検
討 
T-24 膀胱癌細胞株からのサイトカインの分
泌 に つ い て 検 討 し た 。 BCG あ る い は
R8-liposome-BCGCWS と T-24 膀胱癌細胞を共
培養すると、IL-6 と IL-8 のみが T-24 膀胱癌
細胞株から分泌された。 
 
（４）膀胱癌細胞株からのBCG特異的NK細胞の
誘導 
次にヒト末梢血リンパ球から IL-2 存在下に
NK細胞を誘導した｡2週間 IL-2 添加下にリン
パ球を培養し、NK 細胞を誘導した｡リンパ球
分画のうち40%以上のリンパ球がNK活性を持
つリンパ球に誘導することができた｡この NK
細胞と R8-liposome-BCGCWS を送達した T-24
膀胱癌細胞を共培養した結果、NK 細胞に対す
る感受性が亢進した｡さらに他の膀胱癌細胞
株 RT-4、RT-112、JON、253J 株に R8-MEND を
送達し、NK 細胞との感受性を検討した結果も、
T-24 膀胱癌細胞株と同様に感受性が亢進し
ていた｡ 以上より、R8-MEND は自然免疫とく
に NK 細胞に対する感受性を増加させると考
えられた｡今後は、より抗腫瘍活性の強い、
リポソームベクターを開発するとともに、あ
らゆる膀胱癌に治療効果を持つ製剤の開発
につなげていく。 
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